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摘要  选择性抽提经人参皂苷 Rg1组合( RCT)诱导处理前后的人成骨肉瘤 MG-63细胞核基质,对
prohibitin在核基质中的存在、分布及其与相关基因产物在 RCT 处理前后MG-63细胞中的共定位关
系进行观察研究.蛋白质组学分析结果显示, prohibitin存在于人成骨肉瘤MG-63细胞核基质蛋白组
分中, 并在 RCT 处理后细胞核基质中表达下调;蛋白质印迹杂交确证了 prohibitin 在MG-63细胞核
基质中的存在及其在 RCT 处理后下调变化; 免疫荧光显微镜观察进一步证实 prohibitin 定位在核基
质上,经RCT 处理后出现分布位置与表达水平变化;激光共聚焦显微镜观察可见 prohibitin与 c-Fos、
c-Myc、p53和 Rb基因产物均存在共定位关系, 并在 RCT 处理后共定位分布区域出现变化. 本研究
证实了 prohibitin是一种新发现的核基质蛋白,其在核基质上的定位与表达在 RCT 诱导分化前后发
生显著变化,并与相关癌基因、抑癌基因产物存在共定位关系. 实验表明 RCT 处理引起的 prohibitin
的变化与人成骨肉瘤 MG-63细胞的诱导分化与调控具有密切关系,为深入揭示 RCT 等中药有效成
分诱导肿瘤细胞分化的机理提供了重要科学依据和深入探索的新方向.
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Differentiation Induced by Ginsenoside Rg1 Combined Formula Involved
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Abstract  Prohibit in is a nuclear matrix protein and associates with various oncogene products. A combined
formula with ginsenoside Rg1, cinnamic acid and tanshinone Ò A ( RCT) was used to treat human osteosarcoma
MG-63 cells in this study. We found that the prohibitin expression in the nuclear matrix was of decreased
following RCT treatment by Western blot. The colocalizat ion of prohibit in with the products of oncogenes or
tumor suppressor genes, including c-Fos, c-myc, p53 and Rb was evaluated by immunofluorescence staining
and laser scanning confocal microscopy. We observed significant alternations of prohibiit in distribution and the
degree of colocalization with the associated gene products after the cells exposed to RCT. The results suggested
that prohibitin might be involved in the RCT- induced differentiat ion in MG-63 cells. Our findings may provide
information to expand the applications of Traditional Chinese Medicine formulas in cancer-related studies.
Key words  prohibitin; nuclear matrix; osteosarcoma MG-63 cells; cell different iation; ginsenoside Rg1




















有效成分人参皂苷 Rg1 ( ginsenoside Rg1)、肉桂酸
( cinnamic acid)和丹参酮 Ò A( tanshinone Ò A)组合对
人成骨肉瘤MG-63细胞终末分化的诱导作用(另文
发表)基础上, 进一步研究 prohibitin 在 MG-63 细胞
核基质中的存在、定位及其表达变化,以及 prohibitin
与MG-63细胞相关癌基因、抑癌基因产物的相互关








(内含 15% 热灭活小牛血清、100 UPml青霉素、100
LgPml链霉素、50 LgPml卡那霉素, pH 712) , 于 CO2 培
养箱中 37 e 培养.人参皂苷 Rg1、肉桂酸和丹参酮 Ò
A均为购自中国药品生物制品检定所的标准品. 细
胞传代培养至 24 h 后, 实验组细胞更换含 RCT( 33
LgPml人参皂苷 Rg1+ 2 mmolPL肉桂酸+ 013 LgPml丹
参酮 Ò A,此为本研究前期实验做确定的最佳组合
浓度)的培养液, 对照组细胞同时换上新鲜培养液,






提取核基质蛋白. 收集的 MG-63细胞用 PBS 洗涤 2
次,加入细胞骨架提取液 CSK 100( 10 mmolPL PIPES,
pH 618, 300 mmolPL 蔗糖, 100 mmolPL NaCl, 3 mmolPL
MgCl2, 5% Triton X-100, 1 mmolPL EGTA, 1 mmolPL
PMSF) , 0 e 放置 10 min, 400 g 离心, 弃上清液. 加入
细胞骨架提取液 CSK50 ( CSK100 中的 100 mmolPL
NaCl替换为 50 mmolPL)分别洗涤、离心2次,弃上清
液.加入 300 UPml DNase Ñ ( CSK50 配制) 消化 30
min,滴加1 molPL( NH4 ) 2SO4 至终浓度为0125 molPL,
室温抽提 15 min, 600 g 离心 5 min, 去除上清液中
DNA和组蛋白,剩余不溶性沉淀物即为核基质蛋白
成分,以 CSK50洗 1次,以裂解缓冲液溶解, 15 000 g
离心45 min, 取上清,蛋白定量后分装在016 ml离心









原、碘乙酰胺 ( iodoacetamide) 烷基化、干燥、胶内酶
解、肽段抽提等步骤后, 通过 MALDI-TOF 质谱仪
(ReFlexTM Ó 型, Bruke 公司)获取差异表达蛋白的
肽指纹(PMF)数据.对MSDB、Swiss-Prot和NCBI等数
据库进行检索, 获得蛋白质鉴定信息. 其中 Swiss-
Prot数据库检索结果得分大于 54 定义为可能性
显著.
115  免疫印迹杂交(Western blot)
核基质蛋白的 SDS-PAGE 于 1215%聚丙烯酰胺
分离胶上进行. 电泳结束后以半干法转移到 PVDF
膜上(Millipore) . 电转移结束后,用丽春红染色检测
电转的效果. 纯水漂洗去除丽春红后, PVDF 膜以
5% 脱脂奶粉室温孵育115 h;TTBS( 0105% Tween-20,
50 mmolPL Tris-HCl, 150 mmolPL NaCl, pH 714)洗膜;加
入 1B1 000稀释的prohibitin抗体(NeoMarkers公司) ,室
温孵育 2 h;TTBS 洗膜 3次;加入HRP 标记的相应的




对照组MG-63细胞和经RCT 处理 5 d的细胞接
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种到盖玻片条上, 继续培养 2~ 3 d, 以 PBS 洗涤 2




样品经 4 % 多聚甲醛中固定 10 min, 考马斯亮蓝
R250染色观察抽提效果. 用含 0105% Tween-20 的
PBS(TPBS)漂洗, 5% BSA室温封闭 1 h后滴加稀释
的 prohibitin抗体, 室温孵育 30 min, 4 e 孵育 3~ 8
h,TTBS振荡漂洗 3 @ 10 min. 滴加 CY3标记的二抗
作用液( 1B1 000) , 37 e 孵育 30 min, 4 e 孵育 3 h.
TPBS与蒸馏水分别振荡漂洗 2 @ 10 min.空气中干





种到玻片上, 继续培养 2~ 3 d, 玻片以 PBS 洗涤 2
次,每次 5 min,含 015 % Triton X-100 的PBS中 37 e
透膜 30 min, PBS洗涤 2次,每次 5 min, 4% 多聚甲
醛中固定 10 min.TPBS漂洗 2次. 5% BSA 室温封闭
1 h.以 5%BSA配置不同种属来源的双重抗体组合
作用液: prohibit inPRb、prohibit inPP53、prohibitinPc-Myc、
prohibitinPc-Fos,各自滴加 40 Ll于玻片上, 室温孵育
30 min,移入 4 e 冰箱中孵育过夜; TPBS振荡漂洗 3
@ 10 min. 根据组合不同,分别滴加相应组合的荧光
标记二抗作用液, 室温孵育 30 min, 4 e 孵育 3 h ,
TPBS振荡漂洗 3 @ 10 min. 蒸馏水漂洗、干燥后以
90%甘油-PBS封片. TCS-SP2 MP 型激光共聚焦显微





分析及质谱鉴定发现, prohibitin为 RCT 处理前后核
基质上差异表达的蛋白. Fig11 中的点 P 是鉴定为
prohibitin的蛋白点, RCT 处理后表达下调. Fig12为
prohibitin蛋白点的局部放大图像, Fig13 显示了
prohibitin蛋白点在处理前后细胞核基质上的表达量




Table 1  The results of prohibitin identification by MALDI-TOF-MS analysis
Protein name Accession number Molecular mass ( kD) pI ScorePcoverage Matching peptides
Prohibitin P35232-00-00-00 3010 51 57 101P44% 8
Fig. 1 2-D PAGE analysis of nuclear matrix proteins
The proteins selectively extracted from MG-63 cells ( Cont rol ) and the cells treated w ith Ginsenoside Rg1, cinnamic acid, and tanshinoneÒ A ( RCT) were
separated by 2-D PAGE method. The gels were stained with silver nitrate protocol compatible w ith MS. The arrow indicated the differential expression of the
protein spot ( P) which was identified as prohibitin
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Fig. 2 Enlarged picture of 2- D PAGE
The spots P which marked with arrows respect ively showed the differential
expression of prohibitin before and after RCT treatment
Fig. 3  Relative abundance of the differential spot of
pProhibitin
The quantitat ive analysis of gel images was performed with PD Quest 810
software. The relative abundance of prohibit in in MG-63 cell ( control) is





prohibitin基因家族包括 2个成员 phb 1和 phb 2, 蛋
白 phb1的分子量为 32 kD, phb2分子量则为 37 kD.
Western印迹结果显示的条带主要位于 32 kD 位置
上,在 MG-63细胞核基质中表达水平较高, 而在经
RCT 处理后的 MG-63 细胞核基质中表达降低
(Fig14) .表达变化与双向电泳结果一致, 都是在处
理后减弱.







Fig. 4  The results of Western blot showed the expression of
prohibitin in the nuclear matrix preparations from MG-63
cells
Control: the nuclear matrix protein sample of MG-63 cell; RCT: the
nuclear matrix protein sample of MG-63 cells treated by RCT; Marker:












免疫荧光显微镜观察 prohibitin 蛋白在 MG-63
细胞核基质-核纤层-中间纤维系统中的表达和定
位.结果显示, 标记 prohibitin 的红色荧光主要分布
在MG-63细胞质和细胞核区域,细胞核内区域分布






核外转移的趋势( Fig. 5D) .
214  Prohibitin 和 c- Fos、c-Myc、P53以及 Rb 在人
成骨肉瘤MG-63细胞内的共定位关系
对 MG-63 细胞进行双重免疫 荧光染色,
prohibitin抗体以 CY3 标记, 呈红色荧光, c-Fos、c-
Myc、P53以及 Rb 抗体则分别以 FITC 标记, 呈绿色
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荧光.共定位区域荧光叠加显示为黄色或橙黄色.
21411  Prohibitin和 c-Fos在人成骨肉瘤 MG-63细胞
内的共定位关系
MG-63 细胞中, prohibitin 荧光主要分布在细胞
核内与细胞质及其边缘位置, c-Fos 主要分布于河






(Fig. 6A~ F) .
21412 Prohibit in 和 c-Myc 在人成骨肉瘤 MG-63 细
胞内的共定位关系
在MG-63 细胞, Prohibitin 主要分布于细胞核
内,荧光数量多、强度高, 细胞质中也有微弱荧光呈
弥散点状分布; c-Myc分布在细胞核内, 局部表现为






叠加显示 c-Myc 和 prohibitin在细胞核与细胞质区域
共定位关系不明显( Fig16G~ L) .
21413  Prohibitin和 P53 在人成骨肉瘤 MG-63 细胞
内的共定位关系




质区域可见 p53 蛋白分布在细胞核周围. 叠加荧光
显示, prohibitin 和 p53 在细胞核膜上强烈的叠加荧
光,细胞质内亦存在共定位关系.而经 RCT 处理后
细胞, 在细胞核内 prohibitin 减弱, 呈点状弥散分布
在核膜的内侧; p53蛋白的绿色荧光整体减弱,主要
分布于核内,细胞质中 p53的荧光呈点状弥散分布;
叠加荧光显示经 RCT 处理的MG-63 细胞质区域和
核内近核膜部位分布的prohibitin与 p53存在共定位
关系,核膜部位共定位荧光明显减弱( Fig. 6M~ R) .
21414  Prohibitin和 Rb在人成骨肉瘤MG-63细胞内
的共定位关系




围;叠加荧光显示, prohibitin 和 Rb主要在细胞核膜




区域荧光最强.叠加荧光显示, Rb 和 prohibitin 在细
胞核膜位置存在共定位关系,且叠加荧光强度较处
理前增强 (Fig16S~ X) .
3  讨论










下调; 免疫荧光显微镜观察显示, MG-63 细胞中
prohibitin蛋白主要定位于细胞核区域与细胞质区
域,经 RCT 处理后 MG-63 细胞中 prohibitin 重新分
布,主要定位于靠近核膜区域和细胞质区域.以上实
验结果充分表明, prohibitin不仅存在于细胞质中,还





























Fig. 5 Expression of pProhibitin on the NM- IF system of MG-63 cell
NThe nuclear matrix of MG-63 cells were select ively ext racted and stained with coomassie brilliant blue or antibody labeled CY3
(A) Light microscopy shows the NM-IF system in MG-63 cells ( CBB stain) .
( B) Light microscopy shows the NM-IF system in MG-63 cells after RCT treatment ( CBB stain) .
( C) Immunofluorescence microscopy shows the expression of Prohibitin on the NM-IF system of MG-63 cell.
( D) Immunofluorescence microscopy shows the expression of Prohibit in on the NM-IF system of MG-63 cell after RCT treatment
Fig. 6 The co-localizational relationship between prohibitin and the products of some interrelated genes
MG-63 cells treated with or without RCT were stained with ant ibody labeled with CY3 or FITC and were observed under laser scanning confocal microscopy.
The overlay showed the yellow colocalizational fluorescence.
A~ F: The localizat iona of prohibitin and c-FosP53 inMG-63 cells; G~ L: The localizationa of prohibit in and c-Myc in MG-63 cells;
M~ R: The local izat iona of prohibitin and P53 in MG-63 cells; S~ X: The localizat iona of prohibitin and Rb in MG-63 cells









因 c-f os、c-myc 及抑癌基因p53和 Rb 产物在细胞内
均有不同程度的共定位关系并在 RCT 处理后发生
共定位的变化.
c-f os 与 c-myc是成骨肉瘤中常见的表达异常上
调的原癌基因, 我们的研究显示, prohibitin分别与 c-
Fos、c-Myc 共定位于 MG-63细胞核内, 当 MG-63 细
胞被诱导分化后, prohibit in与 c-Fos在核纤层与核膜
区域存在较强的共定位关系, prohibitin 与 c-Myc 在
核内基本不存在共定位, 仅在核膜附近可见微弱的
共定位荧光. 目前, 对于 prohibitin 与 c-Fos、c-Myc 的
相互作用关系及其在细胞增殖分化中的作用尚未见
报道,仅发现 prohibitin和 c-Fos均受 Rb 的调控, 在
Rb过表达的细胞中 prohibitin 和 c-Fos 的表达受到抑
制
[ 19]




次发现在成骨肉瘤细胞中 prohibitin 与 c-myc、c-fos
产物在细胞核区域内有共定位关系, 并在 RCT 处理
后在细胞内的定位改变, 提示 prohibitin 可能与 c-
Myc、c-Fos有相互作用并参与调控 MG-63细胞的增
殖分化.
本文研究发现, MG-63 细胞中 p53 与 prohibitin
蛋白在核膜及核内位置存在存在较强的共定位荧
光,而经 RCT 处理后, 分布区域均由细胞核转移到
了核周及细胞质中,提示二者在细胞内可能存在直
接的相互作用, prohibit in 在MG-63细胞中可能参与





究中发现, prohibitin 和 p53及 E2F1在细胞核内具有












Rb作用, 结合 E2F 的不同部位共同抑制基因的转
录,调节起始转录因子 E2F 的转录活性, 抑制细胞
增殖
[ 24~ 26]
. 本文研究发现, 经 RCT 处理分化后的
MG-63细胞中, prohibitin和 Rb在核膜核纤层位置的
共定位得到加强, 表明这一过程与细胞增殖分化关








作用. prohibitin 与癌基因、抑癌基因关系密切, 共同
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